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ABSTRAKT 
Teoretická část této práce pojednává o definici pektinových látek jako substrátů pro 
pektolytické enzymy. Dále jsou popsány změny vlastností enzymů vlivem imobilizace, různé 
metody imobilizace a aplikace takto připravených preparátů. 
Experimentální část se zabývá zkoumáním preparátů připravených imobilizací pektolytického 
komplexu komerčního preparátu Rohament P sorpcí na polymerní nosič z PET lahví, který je 
novým patentem VUT. Byla sledována především aktivita enzymových preparátů, která byla 
stanovována Somogyiho metodou spektrometricky, a to jednak u volného, ale i u 
imobilizovaných enzymů v závislosti na množství nasorbovaného enzymu na určitou 
hmotnost nosiče. Také byla sledována změna účinku mezi volným a imobilizovaným 
enzymem metodou měření poklesu viskozity substrátu v závislosti na degradaci jeho 
glykosidických vazeb. 
 
 
ABSTRACT 
The theoretical part of this bachelor thesis deals with the definition of pectin substances as 
substrates for pectolytic enzymes. It also describes the changes in properties of enzymes due 
to enzyme immobilization, various methods of immobilization and application of 
immobilized enzymes. 
The experimental part examines the preparation by immobilization of commercially used 
pectolytic complex Rohament P by sorption on the polymeric carrier made of polyethylene 
tereftalate (PETE) bottles, what is a new patent of BUT. The main observed property was the 
enzyme activity of all preparations, it was determinated by Somogyi method and spectrometry 
– for both free and immobilized enzymes in dependence on the quantity of immobilized 
enzyme adsorbed onto specific weight of carries. The difference in effects change between the 
free and immobilized enzyme by measuring the viscosity decrease of the substrate depending 
on the degradation of glycosidic bonds was also studied  
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1 ÚVOD 
Pektinázy označují velkou skupinu enzymů, které rozkládají pektinové polysacharidy 
rostlinných tkání na jednodušší sloučeniny jako galakturonové kyseliny.[1] 
Produkce pektolytických enzymů zabírá 10 % celkového množství produkce enzymových 
preparátů.[1] 
První použití je datováno do roku 1930, odkdy se pektolytické enzymy používají pro přípravu 
vín a ovocných šťáv. [1,2] 
Kyselé pektinázy jsou široce využívané v extrakci, čiření a odstraňování pektinu v ovocných 
šťávách a zpracování zeleniny, jsou nejčastěji produkovány houbami, především Aspergillus 
niger.[1] 
V potravinářském průmyslu, například při zpracování ovoce bohatého na pektinové látky, 
vzniká zakalená vysokoviskózní šťáva, která zpomaluje proces extrakce lisováním, filtraci 
i finální proces čiření. [1,3] 
Přidáním pektolytických enzymů se zjednoduší proces zpracování snížením viskozity 
a rozpadem gelové struktury, to umožní i jednodušší filtraci, což zvýší výtěžek o více 
než 90 % v porovnání s mechanickým odšťavňováním, navíc se zlepšují i organoleptické 
a nutriční vlastnosti produktu. [1,4] 
Zásadité pektinázy jsou obecně produkovány některými druhy bakterií rodu Bacillus. 
Mohou být použity při předčištění odpadní vody ze zpracování zeleniny, která obsahuje 
zbytky pektinových látek. Dále také při zpracování textilních vláken jako například ze lnu, 
juty, konopí nebo kokosu, kde se využívají na odstraňování slizovitých látek. [1] 
Pektiny jsou odpovědné za hydrofobní vlastnosti surové bavlny a její degradace 
pektolytickými enzymy byla navržena s cílem usnadnit také odstranění vosků, a tak mohla 
vést k výraznému snížení spotřeby vody a chemikálií a výtoku odpadní vody. [1] 
Alkalickým bělením vláknin při výrobě papíru vznikají rozpustné kyselé polysacharidy, 
které jsou nežádoucí rušivé látky. Některé z těchto kyselých polysacharidů jsou pektiny 
nebo polygalakturonové kyseliny. Krátké řetězce, mony-, di-, a trimery kyseliny 
polygalakturonové, ovlivňují negativně vlastnosti papíru jen málo, ale hexamery a delší 
řetězce již hodně. Pektinázy mohou depolymerizovat polymery kyseliny galakturonové 
a v důsledku toho zlepšit jemnost vláken i povrchu materiálu. [5] 
10 
11 
2 CÍL PRÁCE 
1. Vypracovat literární přehled k dané problematice 
2. Popsat použité metody hodnocení 
3. Zpracovat naměřené výsledky z experimentů 
4. Zhodnotit získané výsledky formou diskuse 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Pektinové látky 
Pektinové látky označují skupinu sloučenin, které jsou štěpeny pektolytickými enzymy. Jsou 
to vysokomolekulární kyselé polysacharidy spojené glykosidovou vazbou. Základní struktura 
pektinových látek obsahuje -(1-4)poly-D-galakturonovou kyselinu. [6] 
Homogalakturonany jsou lineární řetězce -(1-4)poly-D-galakturonové kyseliny s některými 
methylesterovanými karbonylovými skupinami. Pokud řetězec obsahuje alespoň 75 % 
methylesterovaných karboxylových skupin, označuje se jako pektin. Pokud neobsahuje žádné 
nebo téměř žádné methylesterované karboxylové skupiny, označuje se jako pektová kyselina. 
Neesterifikované karboxylové skupiny jsou disociovány a obsahují vápenaté, hořečnaté 
nebo amonné ionty. Některé hydroxylové skupiny na C2 nebo C3 uhlících mohou být 
acetylovány. [6,7]. 
Substituované homogalakturonany vycházejí z -(1-4)poly-D-galakturonové kyseliny, ale 
na C3 uhlíku obsahují zbytky β-D-xylopyranózy, resp. β-D-apiofuranózy  
a β-D-apifuranosyl(1,3‘)-β-D-apifuranózy a označují se jako xylogalakturonany, 
resp. apiogalakturonany. [7] 
Pektinové látky jsou obsaženy v primárních buněčných stěnách pletiva suchozemských rostlin 
i v mezibuněčném prostoru, kde pomáhají udržovat buňky pospolu. Množství a chemické 
složení se liší v závislosti od druhu rostliny i od jejího stáří, obecně se jejich obsah pohybuje 
mezi 0,5 a 4,0 % hmotnosti čerstvého rostlinného materiálu. [6,8] 
Během zrání ovoce dochází k jeho štěpení v mezibuněčném prostoru enzymy, ovoce 
tak měkne a získává svoji strukturu. [8] 
3.2 Enzymy 
Enzymy jsou bílkovinné makromolekuly s katalytickou funkcí (biokatalyzátory) umožňující 
mnohé biochemické procesy v živých organismech. [8] 
Jsou velice selektivní, a to jednak na substrát, který převádějí na produkt, ale také 
na prostředí, ve kterém jsou schopny fungovat. [8] 
3.2.1 Pektolytické enzymy 
Jedná se o enzymy, které jsou schopny katalyzovat reakce, jejichž výchozími látkami jsou 
pektinové sloučeniny. [6] 
Všechny pektolytické enzymy lze rozdělit do tří širších skupin podle jejich základní 
funkce: [6] 
 Protopektinázy – katalyzují štěpení nerozpustného protopektinu za vzniku vysoce 
polymerizovaného rozpustného pektinu 
 Esterázy – katalyzují deesterifikaci pektinu odstraňováním methylesterových skupin 
 Depolymerázy, hydrolázy, lyázy – katalyzují štěpení -(1→4)-glykosidových vazeb 
v D-galakturonové kyselině 
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3.2.1.1 Protopektinázy  
Jedná se o enzymy, které katalyzují přeměnu nerozpustného protopektinu na rozpustný pektin 
dle schématu: 
 
protopektin
(nerozpustný)
+ OH2
protopektináza
pektin
(rozpustný)
(1)
3.2.1.2 Polygalakturonázy 
Jsou to pektolytické enzymy, které katalyzují hydrolytické štěpení řetězce polygalakturové 
kyseliny nebo jejího esteru – štěpení v místě kyslíkového můstku za vzniku hydroxylové 
skupiny. [6] 
O
YO O
OH
OH
O 
 
n
Y= -H, -R
 
Obr. č. 1: Základní jednotka řetězce polygalakturonové kyseliny 
 
Polygalakturonázy využívané k hydrolýze pektinových sloučenin jsou: [6] 
 Endopolygalakturonáza - ((1→4)--D-galakturonan glykanohydroláza), která 
náhodně hydrolyzuje (1→4)--D-galaktosiduronové vazby a tvoří se tak nové 
polymery o různé délce. 
 Exopolygalakturonáza - (poly[(1→4)--D-galakturonid] galakturonohydroláza), která 
hydrolyzuje stejnou vazbu jako endopolygalakturonáza, avšak vždy na koncové 
jednotce řetězce. Tvoří se tak polymerní řetězec o jednu jednotku kratší 
a galakturonová kyselina nebo její ester v závislosti na podobě původní sloučeniny. 
3.2.1.3 Lyázy 
Lyázy, jinak označované také jako β-eliminázy, katalyzují nehydrolytické štěpení 
pektinových sloučenin. Tyto enzymy štěpí glykosidové vazby na C4 uhlíku a zároveň 
eliminují vodík z uhlíku C5 za vzniku nenasyceného produktu s 4,5 dvojnou vazbou: [6] 
 Endopolygalakturonát lyáza – polygalakturonová kyselina se štěpí  
na -D-galakturonovou kyselinu a poly(n-1)galakturonovou kyselinu s koncem  
z 4,5-nenasycené galakturonové kyseliny. 
 Exopolygalakturonát lyáza – polygalakturonová kyselina se štěpí na digalakturonovou 
kyselinu a poly(n-3)galakturonovou kyselinu s koncem  
z 4,5-nenasycené galakturonové kyseliny. 
 Endopolymethygalakturonát lyáza – náhodně štěpí glykosidové vazby polymeru 
methyl-D-galakturonátu za tvorby oligomeru 4,5-nenasyceného  
methyl-D-galakturonátu a poly(n-1)-methyl-D-galakturonátu. 
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 Exopolymethylgalakturonát lyáza – štěpí stejně jako předchozí enzym, ale na konci 
řetězce, takže tvoří monomer 4,5-nenasyceného methyl-D-galakturonátu  
a poly(n-1)-methyl-D-galakturonát. 
3.2.1.4 Pektinesteráza 
Katalyzuje náhodnou deesterifikaci methylesterových skupin ze základní kostry 
polygalakturonanu za vzniku methanolu a polygalakturonové kyseliny. Často je označována 
jako pektinmethylesteráza. [6] 
 
polygalakturonan 
methylnatý
(pektin)
+ OH2
pektinesterázaO
OO
OH
OH
O 
 
CH3
n
O
OHO
OH
OH
O 
 
n
polygalakturonová 
kyselina
(pektinová kyselina)
+ OHCH3
(2)
3.3 Imobilizované enzymy 
Imobilizované enzymy jsou definovány jako enzymy fyzikálně či chemicky uchycené 
nebo umístěné v nějakém prostoru tak, aby si zachovaly katalytickou aktivitu a přitom byly 
opakovaně a kontinuálně použitelné. [9] 
Vlastnosti imobilizovaných enzymů se odvíjejí od dvou základních typů vlastností: 
 Vlastnosti nosiče – např. izolace enzymu z reakčního prostředí a znovupoužití enzymu 
– tyto funkce jsou spjaty s fyzikálními a chemickými vlastnostmi nosiče – s jeho 
prostorovými vlastnostmi jako tvarem, velikostí, tloušťkou a délkou. [10]  
 Vlastnosti enzymu – schopnost zpracovávat substrát na produkt – naopak závisí 
například na jeho aktivitě, selektivitě nebo stabilitě, pH a teplotě prostředí. [10] 
Enzym je nutno vázat skupinami, které nejsou esenciální pro jeho katalytickou aktivitu. [11] 
Při vzniku vazby nesmí docházet k denaturaci vázané bílkoviny. [11] 
Reaktivní skupiny na nosiči musí být dobře přístupny molekulám bílkoviny. [11] 
Stabilita a katalytická aktivita závisí přímo na vlastnostech pevného nosiče – rozpustnost, 
stabilita, hydrofilní/-fobní charakter.  
Nosič by neměl obsahovat funkční skupiny, se kterými by mohl reagovat přímo substrát 
a vázat se tak na něj. [11] 
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3.4 Metody imobilizace enzymů: 
Obecně lze metody imobilizace enzymů rozdělit na tři hlavní skupiny. Buď mohou být 
vázány na nosič, zesíťovány vzájemně mezi sebou nebo zabudovány do anorganické 
nebo organické matrice. [12] 
 
enzymy
imobilizované enzymy
zabudované vázané
modifikované nativní
adsorpčně kovalentnědo matrice enkapsulací cross-linking
 
Obr. č. 2: Zařazení imobilizovaných enzymů a jejich rozdělení 
3.4.1 Enzymy vázané na nosič 
3.4.1.1 Enzymy imobilizované adsorpcí  
Jedná se o nejstarší a nejjednodušší metodu přípravy imobilizovaných enzymů. Obecně tak 
lze označit všechny metody, kdy je enzym vázán na nosič na fázovém rozhraní 
nekovalentními vazbami. [9] 
Pro samotnou imobilizaci stačí pouze styk vodného roztoku enzymu s nosičem  
– absorbentem. [11] 
Dle typu nekovalentní vazby lze tento typ imobilizace dále rozlišovat dle typu interakce mezi 
nosičem a enzymem: [10] 
 Nespecifická fyzikální adsorpce – enzymy jsou na nosič vázány různými typy vazeb  
– van der Waalsovými vazbami, vodíkovými můstky, hydrofilní interakcí. 
 Biospecifická adsorpce – využívá imobilizované ligandy pro adsorpci enzymů. 
 Elektrostatická interakce (iontová vazba) – založená na rozdílném náboji mezi 
nosičem a enzymem. 
 Hydrofóbní interakce – interakce mezi hydrofobními vazebnými místy na nosiči 
i enzymu. 
V posledních pár desítkách let byl tento typ imobilizace intenzivně zkoumán pro jeho 
výhody [10]: 
 Jednoduchost – malé nároky na podmínky imobilizace. 
 Možnost zachování vysoké katalytické funkce – nedochází ke změnám aktivního místa 
enzymu. 
 Stav enzymu nejbližší skutečnému stavu v buňce. [9] 
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Naopak nevýhodou tohoto typu imobilizace je především to, že vlivem malé vazebné 
interakce mezi enzymem a nosičem dochází u takto imobilizovaných enzymů k samovolnému 
uvolňování z nosiče. Je to způsobeno tím, že vázání enzymu na povrch není obecně 
dostatečně specifické, a proto dochází ke kompetici s dalšími látkami v roztoku a uvolnění 
enzymu zpět do prostředí roztoku. [9,10] 
Jedním z prvních zaznamenaných případů tohoto typu je imobilizace invertázy na aktivní 
uhlí, kdy v roce 1916 Nillson a Griffin zaznamenali, že takto adsorbovaný enzym je stále 
katalyticky aktivní. [11] 
Pro nespecifickou fyzikální adsorpci může být v podstatě využit jakýkoli typ nosiče 
(syntetický, přírodní, nerozpustný anorganický i organický). Pro další způsoby imobilizace 
adsorpcí musí nosič obsahovat určité skupiny – například skupiny s nábojem pro iontovou 
vazbu, hydrofobní konce pro hydrofobní interakci a tak podobně. [10] 
3.4.1.2 Kovalentně vázané enzymy 
Jedná se o druhou metodu spojení enzymu s vhodným nosičem. Při tomto způsobu vzniká 
mezi enzymem a nosičem kovalentní vazba. Je to důležitá metoda imobilizace enzymů, 
protože kovalentní vazba poskytuje nesilnější spojení enzymu s nosičem v porovnání 
s ostatními typy imobilizace jako například nekovalentní adsorpcí. [10] 
Obecně se jedná o chemickou reakci mezi zbytkem aminokyseliny v enzymu s funkčními 
skupinami na nosiči. Pro zvýšení účinnosti vázání je nutné nosič nebo enzym předem 
aktivovat. [10] 
Při této metodě imobilizace dochází k vazbě enzymu na nosič vazebnými skupinami:  
- a β-aminoskupinami, -, β- a -karboxylovými skupinami, sulfhydrylovými skupinami 
cysteinu, hydroxyly serinu a threoninu, imidazolovými skupinami histidinu a fenolovými 
kruhy tyrosinu. [11] 
Požadavky na podmínky jsou mnohem náročnější než u adsorpce. Při vzniku kovalentní 
vazby může dojít k velkým konformačním změnám aktivního místa, takže enzym buď 
částečně, nebo zcela ztrácí katalytickou aktivitu, nebo se změní substrátová specifita takového 
enzymu. [11] 
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Kovalentní imobilizaci enzymu lze obecně provést třemi různými způsoby: 
Diazo metoda 
Metoda je založená na kopulaci mezi enzymem a diazoniovým derivátem v nosiči, který je 
nerozpustný ve vodě a musí obsahovat aromatickou aminoskupinu. Ta se diazotuje a následně 
reaguje s volnou aminoskupinou enzymu. [11] 
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Při této metodě se využívají: [11] 
 Deriváty polysacharidu – p-aminobenzylcelulóza, methylendianilinvoý derivát škrobu, 
deriváty Sephadexu. 
 Polystyreny – polyaminopolystyren, kopolymer methakrylátu s m-aminostyrenem. 
 Deriváty polyakrylamidu. 
 Kopolymery etylenu a maleinové kyseliny. 
 Aminosilanizované porézní sklo. 
Peptidová metoda 
Při tomto způsobu kovalentní imobilizace dochází ke vzniku peptidové vazby enzymem 
a nosičem. Způsob provedení lze rozdělit na dvě skupiny: [11] 
1) Karboxylové skupiny na nosiči jsou přeměněny na reaktivnější, třeba chloridy, které 
následně reagují s aminoskupinou enzymu a tvoří peptidickou vazbu. 
2) Využívá se kondenzačních činidel, například karbodiimidů, se kterými reaguje 
karboxylová skupina. Meziprodukty reagují s aminoskupinou enzymu a tvoří 
se peptidická vazba a 1,3-alkylmočovina.[13]  
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Alkylační metoda 
Tento způsob se zakládá na alkylaci aminoskupiny, fenolické skupiny nebo sulfhydrylové 
skupiny enzymu s reaktivní skupinou v nosiči, tou může být například halogen. Nejznámější 
aplikací je dvojstupňová aktivace polysacharidového nosiče nebo nosiče s hydroxyskupinami 
bromkyanem v bazickém prostředí.  
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3.4.2 Imobilizace síťováním (cross-linking) 
Jedná se o další způsob imobilizace využívající kovalentní vazbu. Na rozdíl od kovalentní 
imobilizace se enzym neváže na nerozpustný nosič, ten se v tomto případě vůbec nepoužívá, 
ale tvoří se intermolekulové vazby mezi bi- nebo multifunkčním síťovacím činidlem 
a aminoskupinou:  
 -aminoskupinou N-konce 
 -aminoskupinou lysinu 
 Fenolickou skupinou tyrosinu [9,11] 
Stejně jako u kovalentní imobilizace může docházet k modifikaci esenciálních skupin 
aktivního místa, což může vést k prudkému poklesu aktivity imobilizovaného enzymu. 
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Proto je nutné chránit aktivní místo enzymu vratnou chemickou reakcí nebo přidáním 
substrátu.[9,11].  
Na imobilizaci se nejčastěji používají: 
1) Glutardialdehyd (pentan-1,5-dial) – reakcí mezi aldehydovou skupinou 
a aminoskupinou enzymu vzniká Schiffova báze, ta může ještě dále redukovat. [13] 
Tato metoda byla poprvé použita v roce 1964 na zesíťování karboxypeptidázy A. [11] 
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2) Isokyanáty nebo isothiokyanáty – reakcí s aminoskupinou vznikají N-estery 
karnamových a thiokarbamových kyselin. [9] 
3.4.3 Enzymy zabudované 
Tyto metody jsou založeny na uzavření enzymu do gelu matrice polymerního nosiče 
nebo do gelu semipermeabilní membrány, aniž by docházelo k jeho chemické modifikaci, 
totiž enzym se na gel matrice nebo polopropustné membrány nijak neváže. [9, 11] 
Tyto metody však nejsou vhodné pro imobilizaci enzymů, které katalyzují reakce, jejichž 
výchozími látkami jsou vysokomolekulární látky. Do blízkosti takto imobilizovaných enzymů 
totiž mohou difundovat pouze nízkomolekulární substráty. [11] 
3.4.3.1 Imobilizace zabudováním do matrice 
Při této metodě se enzym uzavře do vnitřního prostoru polymerní matrice, která je ve vodě 
nerozpustná. Materiál této matrice může být buď syntetický (například polyakrylamid 
nebo polyvinylalkohol), nebo přírodní (například škrob nebo dextrany). [9, 11] 
Reakce katalyzovaná takto imobilizovaným enzymem probíhá pouze v rámci gelové matrice, 
proto takto mohou reagovat pouze substráty, které do ní snadno difundují. [11] 
Výhodou této metody je schopnost fungovat i při nižších teplotách, což může mít pozitivní 
vliv na zamezení ztrát enzymové aktivity. Naopak nevýhodou je finanční náročnost 
a nevhodnost pro užití v průmyslu. [9]. 
První použití této metody se datuje do roku 1963, kdy Peter Bernfeld imobilizoval trypsin, 
papain a ribonukleózu právě do polyakrylamidového gelu. [9,11] 
3.4.3.2 Imobilizace opouzdřením mikrokapsulí 
Tato metoda využívá uzavření enzymu v mikrokapsuli z polopropustné membrány. Velikost 
takové kapsule se pohybuje v řádech jednotek až stovky mikrometrů. [9] 
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V porovnání s ostatními způsoby imobilizace enzymů patří mezi výhody metody enkapsulace 
především možnost imobilizovat mnoho enzymů zárověn a také často mírné podmínky 
potřebné pro tento způsob. 
Jsou tři způsoby, jak lze enzym do mikrokapsule uzavřít:  
Polymerací na rozhraní fází 
Při tomto způsobu vzniká polopropustná membrána polymerací, kdy se k vodnímu roztoku 
enzymu a hydrofilnímu monomeru, který je rozmíchán ve s vodou nemísitelném organickém 
rozpouštědle, pomalu přidává roztok hydrofobního monomeru v tom stejném rozpouštědle. 
Polymerační reakce pak proběhne v mezifázovém rozhraní vody a organického rozpouštědla 
a uzavře vodní roztok enzymu do mikrokapsule. [9,11] 
Jako hydrofilní monomery lze použít například di- nebo polyaminy či di- nebo polyalkoholy. 
Jako hydrofobní lze naopak například použít chloridy di- nebo polykarboxylových 
kyselin. [9] 
Odpaření organického rozpouštědla z disperze 
V tomto případě vzniká mikrokapsule z polymeru (ethylcelulóza, polystyren), který je 
rozpuštěn v organickém rozpouštědle nemísitelném s vodou, které má výrazně nižší teplotu 
varu než voda (benzen, cyklohexan, chloroform). V tomto roztoku polymeru se emulguje 
vodní roztok enzymu a přidá se želatina, polyvinylalkohol a povrchově aktivní látky jako 
ochrana. Po zahřátí se organické rozpouštědlo odpaří na vakuové odparce a vzniká enzymová 
mikrokapsule. [9,11] 
Fázová separace 
Vodní roztok enzymu se v tomto případě disperguje v organickém, s vodou nemísitelném 
rozpouštědle, ve kterém je rozpuštěn polymer. K této směsi se za míchání přidává další 
organické rozpouštědlo, které se s předchozím organickým nemísí. Polymer se koncentruje 
a okolo mikrokapek vodního roztoku enzymu se vytvářejí membrány, které vytvoří 
mikrokapsuli. [11] 
3.5 Vlastnosti imobilizovaných enzymů 
Vlastnosti imobilizovaných enzymů se oproti nativním enzymům mění. Tyto změny jsou 
způsobeny dvěma faktory. [9] 
Prvním z nich je vliv fyzikálních a chemických vlastností nosiče, kdy se vlastnosti mění 
nerovnoměrnou distribucí substrátu, produktů a vodíkových iontů mezi okolím aktivního 
místa enzymu a okolním prostředím, ve kterém enzym funguje. [9,11] 
Druhým faktorem je změna konformace enzymu a sterické omezení (nepřístupnost aktivního 
místa enzymu pro vysokomolekulární látky) jako důsledek reakce, při které je enzym vázán 
na nosič. [9,11] 
Důsledek obou faktorů se projevuje jako změna vlastností imobilizovaných enzymů. [9] 
Vlastnosti, které se mohou vlivem imobilizace měnit, jsou: 
a) Specifická aktivita 
b) pH optimum 
c) Teplotní optimum 
d) Tepelná stabilita 
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3.5.1 Specifická aktivita 
Vlivem změny konformace dochází ke snížení specifické aktivity imobilizovaného enzymu 
oproti enzymu nativnímu. Další možností snížení aktivity je také sterické stínění aktivního 
místa, kdy se vlivem množství imobilizovaného enzymu na nosiči a velikostí substrátu 
(především u vysokomolekulárních látek) nedostane substrát na aktivní místo enzymu 
v maximální možné míře, což opět způsobí pokles aktivity. Tomu lze předejít použitím 
oddalovací spojky mezi nosičem a enzymem. [9,11] 
V případě imobilizace endo-D-polygalakturonázy kovalentní vazbou na methakrylátový 
gelový nosič bylo zjištěno, že relativní aktivita imobilizovaného enzymu vázaného 
na polymerní nosič roste spolu s délkou oddalovací spojky. [11] 
3.5.2 Vliv pH na aktivitu 
Při určitém pH prostředí, ve kterém se enzymaticky katalyzovaná reakce odehrává, dochází 
k nejvyšší efektivitě katalyzátoru. Toto pH je označováno jako pH optimum. 
Ke změně pH optima dochází u imobilizovaných enzymů důsledkem nerovnoměrného 
rozložení vodíkových H+ iontů mezi mikro- a makrookolím enzymu. V případě, že se na 
nosiči nenacházejí žádné ionogenní skupiny, pH optimum se nemění. Pokud však nosič 
nějaké disociovatelné skupiny obsahuje, tak disociací vzniklé vodíkové ionty snižují pH 
uvnitř nosiče. Zamezení tohoto efektu je možné zvýšením pH roztoku. Obdobně lze zamezit 
i opačnému efektu, kdy jsou na nosiči zásadité skupiny, jimi způsobené zvýšení pH lze 
potlačit okyselením roztoku. [11] 
3.5.3 Teplotní optimum 
Teoreticky dochází se zvýšením teploty reakce i k zvýšení její rychlosti. S rostoucí teplotou 
však roste možnost denaturace enzymové bílkoviny. Teplota, při které je rychlost reakce 
nejvyšší a přitom nedochází k denaturaci bílkoviny, se označuje jako teplotní optimum. [11] 
3.5.4 Tepelná stabilita 
Je to schopnost enzymů pracovat v prostředí zvýšené teploty, aniž by docházelo k jejich 
tepelné denaturaci.  
3.6 Požadavky na nosiče 
Činnost imobilizovaného enzymu je z velké části určena fyzikálními a chemickými 
vlastnostmi nosiče.  
3.6.1 Anorganické nosiče 
Anorganické nosiče, jako například sklo, silikagel, nikl, oxid titaničitý, zirkoničitý a hlinitý, 
často vykazují dobré mechanické vlastnosti, tepelnou stabilitu a resistenci vůči 
mikroorganismům a organickým rozpouštědlům. [14] 
Na druhou stranu neporézní materiály, jako kovy a jejich oxidy, mají malou plochu, kam 
se může enzym vázat. [14] 
Křemenné sloučeniny jsou komerčně předpřipravované se stanovenou velikostí pórů, 
ale jejich pořizovací náklady jsou poměrně vysoké a jejich nevýhodou je nízká stabilita 
v zásaditém prostředí. Také jsou chemicky inertní, proto je potřeba je nejdříve aktivovat 
a upravit. To se většinou děje aminoalkyltriethoxysilany, aby se zavedla aminoskupina, 
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která pak umožňuje navázání enzymu – například kovalentní vazbou reakcí 
s glutardialdehydem. [14] 
Jednou z nejlevnějších a nejjednodušších metod k imobilizaci enzymu je křemenná granulace. 
Je využívána například u detergentů, kde se enzymy uvolňují do mycího prostředku během 
mytí. [12] 
3.6.2 Přírodní organické nosiče 
Přírodní organické nosiče jako například strukturní bílkoviny (keratin, kolagen), globulární 
bílkoviny (albumin) nebo polysacharidy (celulóza, škrob) jsou levné a snadno dostupné 
materiály, které se dají využít jako nosiče. Hojně využívané jsou právě polysacharidové 
nosiče, protože jsou snadněji dostupné než živočišné bílkoviny a také pro svoji vysokou 
hydrofilii. [14] 
Již před více než 45 lety byl iontovou adsorpcí imobilizován enzym z Aspergillus oryzae 
na nosič DEAE-Sephatex, který se skládá z upravené celulózy a jednalo se o první 
kontinuální aplikaci imobilizovaného enzymu. [12] 
3.6.3 Syntetické organické polymery 
Syntetické organické polymery poskytují největší možnosti, protože mohou být jakkoliv 
modifikovány dle potřeby jakéhokoli enzymatického procesu. [14] 
Jsou dobře dostupné, existuje velké množství různých komerčně vyráběných nosičů, mezi 
nejvíce využívané patří polystyreny, polyakryláty, polyamidy, polypropylen a kopolymery 
z maleinhydridu a dalšího polymeru. [14] 
3.6.4 Hydrogely 
Enzymy v jiném než vodném roztoku mohou být imobilizovány v přírodních nebo 
syntetických hydro- nebo kryogelech. [12] 
Jejich nevýhoda spočívá v tom, že ve vodném prostředí volné enzymy díky své malé velikosti 
unikají z gelu zpátky ven, proto je potřeba zvýšit velikost enzymů, aby póry gelu nebyly 
schopny projít. Na to se využívá například dříve zmíněné zesíťování. V prostředí organických 
rozpouštědel únik z gelu nehrozí. [12] 
Jinou z možností, jak zabránit ve vodném prostředí zpětnému úniku enzymu z gelu, je tvorba 
komplexu nabité bílkoviny s opačně nabitým polyelektrolytem. Takto imobilizovaný enzym 
je schopen zachovat si téměř polovinu své aktivity, kterou je schopen udržet alespoň po dobu 
pěti cyklů. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Materiál a přístroje 
4.1.1 Přístroje a pomůcky 
 pH metr – Merci s.r.o. inoLab pH 720 
 Třepačka na zkumavky IKA LabDancer 
 Spektrofotometr UV/VIS Helios  
 Mikropipety 
 Laboratorní sklo 
 Magnetická míchačka 
 
 Ubbelohdeho viskozimetr 
4.1.2 Použitý pektolytický preparát 
K charakterizaci byl použit komerční pektolytický preparát Rohament P, jehož výrobcem je 
Rohm and Haas, Darmstadt, Německo. 
4.1.3 Použitý nosič 
Jako nosič byla použita odmaštěná drť z PET lahví. 
4.1.4 Použitý substrát 
Jako substrát pro enzymovou reakci byla použita polygalakturonová kyselina (PGA), výrobce 
Sigma-Aldrich. 
4.1.5 Chemikálie 
K práci byly použity tyto chemikálie: 
 Tetrahydrát vinanu sodno-draselného – C4H4O6KNa·4H2O 
 Hydrogenuhličitan sodný – NaHCO3 
 Uhličitan sodný – Na2CO3 
 Síran sodný bezvodý – Na2SO4 
 Pentahydrát síranu měďnatého – CuSO4·5H2O 
 Tetrahydrát heptamolybdenanu hexaamonného – (NH4)6Mo7O24·4H2O 
 Heptahydrát hydrogenarseničnanu sodného – Na2HAsO4·7H2O 
 Kyselina sírová koncentrovaná – H2SO4 
 Kyselina octová koncentrovaná – CH3COOH 
 Octan sodný bezvodý – CH3COONa 
4.2 Stanovení aktivity enzymu metodou přírůstku redukujících skupin dle 
Somogyiho a Nelsona spektrometricky 
Štěpením substrátu vznikají produkty, které obsahují redukující skupiny. Přidání směsi 
Somogyiho činidel jednak zastavuje enzymovou reakci, jednak působením redukujících 
skupin se měďnatý kationt Cu2+ (ze síranu měďnatého CuSO4 ze směsi Somogyiho činidel) 
redukuje na Cu+, který se pak v roztoku nachází jako oxid měďný Cu2O. Ten reaguje 
s Nelsonovým činidlem, kde redukuje arsenomolybdenovou kyselinu za vzniku typicky 
modrého zbarvení. Míra zbarvení se určuje spektrometricky. [15] 
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Naměřené hodnoty absorbance se v programu Microsoft Office Excel vynesou do grafu jako 
závislost absorbance na délce enzymové reakce.  
Stejným programem byl funkcí LINREGRESE vypočítán koeficient regresní přímky, která 
vystihuje tuto závislost v tvaru:  
 xay  . (7) 
Z rovnice regresní přímky byla spočítána absorbance roztoku pro délku enzymové reakce 
t = 1 min. 
Specifická aktivita se pak vypočítá dle vzorce: [11] 
  
Ect
fA 
  53011 Amgminμmol ,  (8) 
kde f je přepočítávací faktor mezi koncentrací redukujících skupin v roztoku a naměřenou 
absorbancí (pro polygalakturonázu f = 1,89 [11]), t je čas v minutách, při které byla odečítaná 
příslušná hodnota absorbance a cE je koncentrace enzymu v reakční směsi. 
4.2.1 Příprava činidel 
4.2.1.1 Somogyiho činidlo I 
V 600 ml vody bylo rozpuštěno 18 g uhličitanu sodného, 16 g hydrogenuhličitanu sodného, 
12 g vinanu sodno-draselného a 144 g bezvodého síranu sodného a objem byl doplněn 
na 800,0 ml. 
4.2.1.2 Somogyiho činidlo II 
V malém množství vody byly rozpuštěny 4,0 g síranu měďnatého a 36 g bezvodého síranu 
sodného. Objem byl doplněn na 200,0 ml. 
4.2.1.3 Nelsonovo činidlo 
V 450 ml vody bylo rozpuštěno 25 g tetrahydrátu heptamolybdenanu hexaamonného, do ní 
bylo přidáno 25 ml koncentrované kyseliny sírové. Poté byly přidány 3 g heptahydrátu 
hydrogenarseničnanu sodného a objem byl doplněn na 500,0 ml.  
Pro promíchání se nechá činidlo inkubovat 24 hodin při 38°C.  
4.2.1.4 Směs Somogyiho činidel 
Těsně před použitím se smísí Somogyiho činidlo I a II v poměru 4:1 a dále se pracuje pouze 
s touto směsí a Nelsonovým činidlem. 
4.2.2 Příprava roztoku 0,2M roztoku octanu sodného 
Bylo naváženo 16,406 g bezvodého octanu sodného. Navážka byla kvantitativně převedena 
do 50ml odměrné baňky, rozpuštěna v malém množství destilované vody a objem byl doplněn 
destilovanou vodou po rysku. 
4.2.3 Příprava 0,1M roztoku octanového pufru pH = 4,2 
Ve 100ml odměrné baňce bylo smícháno 36,8 ml 0,2M roztoku kyseliny octové a 13,2 ml 
0,2M roztoku octanu sodného a objem byl doplněn vodou po rysku. 
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4.2.4 Příprava roztoku substrátu 
Bylo naváženo 0,2508 g polygalakturonové kyseliny, navážka byla rozmíchána 
na magnetické míchačce v 25 ml vody. Do směsi bylo přidáno 6,6 ml 0,1M octanu sodného 
a koncentrovanou kyselinou octovou bylo upraveno pH na hodnotu 4,2. Směs byla 
kvantitativně převedena do 50ml odměrné baňky a doplněna vodou po rysku.  
4.2.5 Příprava roztoku enzymu 
Bylo naváženo 0,025 g enzymového preparátu Rohament P. Navážka byla kvantitativně 
převedena do 25ml odměrné baňky a doplněna  
4.3 Stanovení aktivity volného enzymu 
Pro stanovení aktivity volného enzymového preparátu Rohament P byl připraven roztok 
o koncentraci 33E cmg100,01c
   enzymu v 0,1M octanovém pufru o pH = 4,2 zředěním 
původního roztoku enzymu. 
Do čtyř zkumavek bylo napipetováno po 0,25 ml substrátu a 0,25 ml roztoku enzymu. 
V určitém čase t = 0, 5, 10, 15 min bylo postupně přidáváno po 0,5 ml předpřipravené směsi 
Somogyiho činidel pro zastavení činnosti enzymu.  
Obsah zkumavek byl 10 minut vařen ve vodní lázni.  
Do každé zkumavky bylo přidáno 0,5 ml Nelsonova činidla a 3,5 ml vody a jejich obsah byl 
promíchán.  
Byla změřena absorbance roztoků při 530 nm proti obsahu zkumavky, kde probíhala 
enzymová reakce po dobu t = 0 min. 
4.4 Imobilizace enzymu na nosič 
V Erlenmeyerově baňce byl po dobu 24 hodin protřepáván 1,0 g nosiče s určitým množstvím 
enzymového roztoku, doplněného na objem 20 ml 0,1M octanovým pufrem o pH = 4,2. 
Objemy enzymového roztoku byly 100, 500, 1000 a 3000 l. 
Po 24 hodinách byla směs imobilizátu a octanu s nenasorbovaným enzymem odfiltrována 
na fritě. Imobilizát byl třikrát promyt 100 ml 0,1M octanového pufru pH = 4,2 a filtráty byly 
jímány. Imobilizovaný enzym byl pak uchováván ve zkumavce spolu 20,0 ml 0,1M 
octanového pufru pH = 4,2. 
Stejným způsobem pak byla oddělena směs imobilizátu a kapaliny u všech směsí. 
4.5 Stanovení zbytkové aktivity v roztoku po imobilizaci 
Do čtyř zkumavek bylo napipetováno po 0,25 ml filtrátu a 0,25 ml roztoku substrátu. V čase 
t = 0, 10, 20, 30 min bylo postupně přidáváno po 0,5 ml předpřipravené směsi Somogyiho 
činidel pro zastavení činnosti enzymu.  
Obsah zkumavek byl 10 minut vařen ve vodní lázni.  
Do každé zkumavky bylo přidáno 0,5 ml Nelsonova činidla a 3,5 ml vody a jejich obsah byl 
promíchán.  
Byla změřena absorbance roztoků při 530 nm proti obsahu zkumavky, kde probíhala 
enzymová reakce po dobu t = 0 min. 
Stejný proces byl zopakován pro každý filtrát. 
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4.6 Stanovení aktivity imobilizovaného enzymu 
Do čtyř zkumavek bylo napipetováno po 0,4 ml předem připravené směsi Somogyiho činidel. 
Do kádinky byl převeden imobilizovaný enzym i s 20,0 ml 0,1M octanového pufru pH = 4,2 
a bylo z ní odebráno 14,0 ml pufru. 
Za stálého míchání míchadlem na magnetické míchačce bylo přidáno 6,0 ml roztoku substrátu 
a v časech t = 0, 30, 60, 120 minut byly odpipetovány 0,4 ml kapaliny do zkumavek 
s předpřipravenou směsí Somogyiho činidel. 
Zkumavky byly 10 minut vařeny ve vodní lázni. 
Po vychladnutí bylo přidáno 0,4 ml Nelsonova roztoku, 2,8  ml vody a obsah zkumavek byl 
promíchán. 
Byla změřena absorbance roztoků při 530 nm oproti roztoku, kde probíhala enzymová reakce 
po čas t = 0 min.  
Stejným způsobem byla stanovena aktivita pro všechny 4 imobilizáty. 
4.7 Stanovení viskozity 
Vlastnosti enzymů se vlivem imobilizace mohou mnohdy měnit. To je nejčastěji způsobeno 
vlivem dvou faktorů – fyzikálními a chemickými vlastnostmi nosiče a konformačními 
změnami proteinu. 
Působením enzymu na substrát se spolu se změnou chemického složení mění i viskozita.  
Relativní pokles viskozity se vypočítá dle Schuberta: [11] 
 100%
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P ,  (9) 
kde t je průtoková doba reakční směsi, tE je průtoková doba vody a t0 je průtoková doba 
substrátu s inaktivovaným enzymem. 
Nejdříve byla změřena doba průtoku vody s6649,11Et  
Následně doba průtoku roztoku substrátu s enzymem inaktivovaným 10minutovým varem 
na vodní lázni s6664,160 t . 
Pro měření poklesu viskozity roztoku substrátu vlivem volného enzymu byla připravena směs 
z 2 ml roztoku (0,1 mg/1 ml) volného enzymu a 20 ml roztoku substrátu (0,25 g/50 ml), která 
byla rychle vlita do viskozimetru a byla změřena její doba průtoku. Tato doba je považována 
jako doba v čase reakce t = 0. V časových intervalech 5, 10 a 15 minut byla opětovně měřena 
doba průtoku směsi viskozimetrem. Paralelně byl opět prováděn důkaz redukujících skupin 
pro každý časový interval.  
Pro měření poklesu viskozity roztoku substrátu vlivem imobilizovaného preparátu bylo 
postupováno tak, že do kádinky s 20 ml roztoku substrátu (0,25 g/50 ml) byl vložen 1 g 
nosiče, na kterém bylo imobilizováno 100 µg enzymu. Směs byla promíchávána 
na magnetické míchačce a v třicetiminutových intervalech byl odebírán supernatant 
ke změření doby jeho průtoku viskozimetrem, který byl po jejím změření navrácen 
do kádinky. Paralelně byl opět prováděn důkaz redukujících skupin pro každý časový interval.  
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Paralelně je nutno opět provádět důkaz redukujících skupin, pro přepočet absorbance 
na procento rozštěpených glykosidických vazeb byl použit vzorec:  
 100
503,25
A530  fx ,  (10) 
kde x je procento rozštěpených vazeb, A530 je absorbance roztoku při 530 nm a f je 
přepočítávací faktor mezi koncentrací redukujících skupin v roztoku a naměřenou absorbancí 
(pro polygalakturonázu f = 1,89). 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
Cílem experimentální části bylo otestovat nově připravený nosič z PET lahví pro imobilizaci 
komerčního pektinázového komplexu, který se používá v potravinářském průmyslu při 
zpracování ovoce a zeleniny. V rámci těchto experimentů byla nejdříve stanovena aktivita 
volného a posléze i aktivita imobilizovaného enzymu. Byla provedena optimalizace množství 
enzymu imobilizovaného na nosič. Sorpční kapacita nosiče byla ověřena v sérii čtyř pokusů, 
přičemž se zvyšující se koncentrací navázaného enzymu klesala i relativní aktivita získaných 
preparátů. 
Pro zjištění změny účinku enzymu na polymerní substrát byla měřena viskozita degradované 
směsi pro volný a imobilizovaný enzym.  
5.1 Stanovení aktivity volného enzymu 
Aktivita volného enzymu byla stanovena na základě vzniklých redukujících skupin metodou 
dle Somogyiho. [15] 
Množství redukujících skupin bylo stanovováno v určitých časových intervalech 
spektrometricky, měřením změny absorbance. Naměřené hodnoty absorbance v jednotlivých 
časech jsou uvedeny v tabulce č. 1. 
Tabulka č. 1. Naměřené hodnoty absorbance 
t [min] A530
0 0,000
5 0,074
10 0,160
15 0,241
Tyto hodnoty absorbance byly vyneseny v programu MS-Excel do grafu jako závislost 
absorbance na délce enzymové reakce. Tato závislost je zobrazena v grafu č. 2.  
V programu MS-Excel byl funkcí LINREGRESE vypočítán koeficient regresní přímky, 
vystihující tuto závislost. Rovnice regresní přímky byla stanovena jako: 
xy  0159571,0  
Z rovnice regresní přímky byla spočítána absorbance roztoku pro délku enzymové reakce 
t = 1 min:  
0159571,0A530   
Z této rovnice regresní přímky byla spočítána specifická aktivita volného enzymu dle vzorce:  
 
Ect
fA 
  53011 Amgminμmol  
 
01,01
89,10159571,0mgminμmol 11 
 A  
11 mgminμmol0159,3  A  
Specifická aktivita volného enzymu byla stanovena na 3,0159 µmol·min-1·mg-1 enzymu. 
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Graf č. 1: Stanovení počáteční rychlosti reakce volného enzymu 
5.2 Stanovení aktivity imobilizovaného enzymu 
Aktivita imobilizovaného enzymu byla měřena při vsádkové aplikaci, kdy byl 1,0 g nosiče 
s imobilizovaným enzymem smíchán se substrátem a v určitých časových intervalech byl 
z reakčního systému odebírán alikvot supernatantu, ve kterém byly stanovovány redukující 
skupiny dle Somogyiho metody spektrofotometricky.  
Dále byl sledován vliv množství navázaného enzymu na aktivitu takto získaného 
heterogenního katalyzátoru. Bylo testováno množství 10, 50, 100 a 300 µg roztoku 
enzymového preparátu na 1,0 g nosiče. Ve všech případech se všechen enzym navázal 
na nosič. To bylo potvrzeno sledováním zbytkové aktivity volného enzymu v roztoku 
po imobilizaci, protože její hodnoty byly téměř nulové, lze tedy usoudit, že se veškerý enzym 
nasorboval na nosič a že má použitý nosič velký povrch, na který se může sorbovat velké 
množství volného enzymu. 
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5.2.1 Aktivita 10 µg imobilizovaného enzymu na 1,0 g nosiče 
Hodnoty absorbance supernatantu odebíraného v různých časech t v průběhu enzymové 
reakce jsou uvedeny v tabulce č. 2.  
Tabulka č. 2: Naměřené hodnoty absorbance roztoků 
t [min] A530
0 0,000
30 0,008
60 0,024
120 0,067
Koncentrace enzymu:  12,0 ml roztoku ........ 0,01 mg enzymu 
 0,4 ml roztoku ........ x 
 mg0,00033
12,0
0,40,01 x  
Obdobným způsobem jako pro volný enzym (kap. 7.1) byla vypočítána aktivita 
imobilizovaného enzymu na 2,9160 µmol·min-1·mg-1 enzymu. 
Závislost absorbance na době enzymové reakce je zobrazena v grafu č. 2. 
 
Graf č. 2: Stanovení počáteční rychlosti 10 µg imobilizovaného enzymu 
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5.2.2 Aktivita 50 µg imobilizovaného enzymu na 1,0 g nosiče 
Hodnoty absorbance supernatantu odebíraného v různých časech t v průběhu enzymové 
reakce jsou uvedeny v tabulce č. 3.  
Tabulka č. 3: Naměřené hodnoty absorbance roztoků 
t [min] A530
0 0,000
30 0,035
60 0,082
120 0,192
Koncentrace enzymu:  12,0 ml roztoku ........ 0,05 mg enzymu 
 0,4 ml roztoku ........ x 
 mg0,000167
12,0
0,40,05 x  
Obdobným způsobem byla vypočítána aktivita imobilizovaného enzymu  
na 1,7406 µmol·min-1·mg-1 enzymu. 
Závislost absorbance na době enzymové reakce je zobrazena v grafu č. 3.  
 
Graf č. 3: Stanovení počáteční rychlosti 50 µg imobilizovaného enzymu 
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5.2.3 Aktivita 100 µg imobilizovaného enzymu na 1,0 g nosiče 
Hodnoty absorbance supernatantu odebíraného v různých časech t v průběhu enzymové 
reakce jsou uvedeny v tabulce č. 4.  
Tabulka č. 4: Naměřené hodnoty absorbance roztoků 
t [min] A530
0 0,000
30 0,057
60 0,126
120 0,285
Koncentrace enzymu:  12,0 ml roztoku ........ 0,10 mg enzymu 
 0,4 ml roztoku ........ x 
 mg0,00333
12,0
0,40,1 x  
Obdobným způsobem byla vypočítána aktivita imobilizovaného enzymu  
na 1,3041 µmol·min-1·mg-1 enzymu. 
Závislost absorbance na době enzymové reakce je zobrazena v grafu č. 4. 
 
Graf č. 4: Stanovení počáteční rychlosti 100 µg imobilizovaného enzymu 
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5.2.4 Aktivita 300 µg imobilizovaného enzymu na 1,0 g nosiče 
Hodnoty absorbance supernatantu odebíraného v různých časech t v průběhu enzymové 
reakce jsou uvedeny v tabulce č. 5.  
Tabulka č. 5: Naměřené hodnoty absorbance roztoků 
t [min] A530
0 0,000
30 0,118
60 0,221
120 0,464
Koncentrace enzymu:  12,0 ml roztoku ........ 0,30 mg enzymu 
 0,4 ml roztoku ........ x 
 mg0,01
12,0
0,40,3 x  
Obdobným způsobem byla vypočítána aktivita imobilizovaného enzymu  
na 0,7248 µmol·min-1·mg-1 enzymu. 
Závislost absorbance na době enzymové reakce je zobrazena v grafu č. 5. 
 
Graf č. 5: Stanovení počáteční rychlosti 300 µg imobilizovaného enzymu 
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5.3 Vliv navázaného množství enzymu na aktivitu imobilizovaných 
preparátů  
Srovnání aktivity imobilizovaných enzymů se specifickou aktivitou volného enzymu je 
uvedeno v tabulce č. 6.  
Tabulka č. 6: Srovnání aktivit jednotlivých preparátů 
Enzym A [µmol/min.mg]
Volný 3,0159
Imobilizováno 10 µg 2,9160
Imobilizováno 50 µg 1,7406
Imobilizováno 100 µg 1,3041
Imobilizováno 300 µg 0,7248
Bylo zjištěno, že se zvyšujícím se množstvím nasorbovaného enzymu klesá aktivita 
imobilizovaného enzymu. Nejvyšší aktivita byla naměřena v případě, kdy bylo na 1,0 g nosiče 
imobilizováno 10 µg preparátu Rohament P. Se zvyšujícím se navázaným množstvím již 
aktivita klesla. To může být způsobeno tím, že při vyšším navázaném množství než 10 µg 
na 1,0 g nosiče dochází ke sterickým zábranám.  
U enzymů, jejichž substráty jsou vysokomolekulární látky, se výrazně projevují difuzní 
a sterická omezení v důsledku omezeného přístupu substrátu k aktivnímu místu 
imobilizovaného enzymu. Kvůli tomu může enzym působit pouze na okrajové části molekuly 
substrátu, ke kterým má přístup. [11] 
Sorpční kapacita nosiče byla ověřena v sérii čtyř pokusů pro každé množství navazovaného 
enzymu, přičemž se zvyšující se koncentrací navázaného enzymu klesala i relativní aktivita 
získaných preparátů, což vyplývá z níže uvedeného grafu č. 6.  
Při desetinásobném zvýšení koncentrace nasorbovaného enzymu dochází k snížení aktivity 
tohoto preparátu o více než 50 %.  
 
Graf č. 6: Srovnání relativní aktivity imobilizovaných enzymů proti volnému 
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5.4 Stanovení poklesu viskozity 
Z experimentů, ve kterých byl sledován pokles viskozity jako funkce degradace substrátového 
roztoku, lze vysvětlit, že náhodné štěpení vnitřních glykosidických vazeb polymerního 
substrátu se vlivem imobilizace vůči volnému enzymu částečně mění.  
Byla měřena doba průtoku směsi degradovaného substrátu Ubbelohdeho viskozimetrem. 
Každé měření bylo provedeno třikrát a výsledky zprůměrovány. 
Hodnoty získané pro volný, resp. imobilizovaný enzym jsou uvedeny v tabulce č. 8, 
resp. v tabulce č. 9 a jsou zobrazeny v grafu č. 7. 
 
Tabulka č. 8: Výsledky měření poklesu viskozity reakcí volného enzymu 
treak [min] t [s] P [%] A530 x [%]
0 16,467 100,000 0,000 0,000
5 14,193 54,259 0,074 0,548
10 13,507 40,443 0,160 1,186
15 12,977 29,779 0,241 1,786
 
Tabulka č. 9: Výsledky měření poklesu viskozity reakcí 100 µg imobilizovaného enzymu 
treak [min] t [s] P [%] A530 x [%]
0 16,467 100,000 0,000 0,000
30 16,050 91,616 0,025 0,185
60 15,520 80,952 0,065 0,482
90 15,323 76,995 0,087 0,645
120 15,003 70,557 0,108 0,800
150 14,603 62,508 0,125 0,926
180 14,237 55,131 0,146 1,082
210 14,097 52,314 0,150 1,112
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Graf č. 7: Vliv degradace polymerního substrátu volným a imobilizovaným enzymem 
na okles viskozity roztoku 
Z grafu č. 7 je patrné, že vlivem imobilizace nedochází k výrazné změně způsobu účinku 
polygalakturonázy na polymerní substrát.  
U volného enzymu bylo zjištěno, že 50% pokles viskozity nastává při rozštěpení méně 
než 0,96 % glykosidických vazeb. 
Podobně u imobilizovaného preparátu dochází k 50% poklesu viskozity při rozštěpení 
asi 1,17 % glykosidických vazeb, což není velká změna. 
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6 ZÁVĚR 
Úlohou bakalářské práce bylo otestovat nově vyvinutý nosič připravený z PET lahví 
na imobilizaci pektinázy. 
1) Bylo zjištěno, že nosič má dostatečnou sorpční kapacitu a dokáže navázat až 300 µg 
pektinázy na 1,0 g nosiče. 
2) Postupným zvyšováním navázaného množství enzymu na nosiči klesala relativní 
aktivita imobilizovaných preparátů. 
3) Ve všech případech imobilizace se navázal všechen enzym použitý při imobilizaci, to 
bylo prokázáno stanovováním zbytkové aktivity v promývacích filtrátech, která byla 
vždy nulová. 
4) Z experimentů, kde byl sledován pokles viskozity roztoku substrátu jako funkce 
procenta rozštěpených glykosidických vazeb, vyplývá, že vlivem imobilizace se 
výrazně nemění způsob účinku enzymu. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
DEAE diethylaminoethyl 
PET, PETE polyethylentereftalát 
PGA polygalakturonová kyselina 
UV  ultrafialové záření 
VIS  viditelné záření 
 
